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論文内容要旨
 【背景塑
 腸管粘膜の免疫防御機構において,腸管上皮細胞は積極的な免疫担当細胞としての機能を備え
 ている。一方,細菌性スーパー抗原は急性細菌感染症だけでなく,炎症性腸疾患を含む様々な原
 因不明の自己免疫性疾患の発症にも関連していることが示唆されている。消化管粘膜免疫におけ
 る細菌性スーパー抗原の役割については,不明な点が多い。
 【目的】
 腸管上皮細胞の細菌性スーパー抗原に対する役割を追求する目的で,末梢血単球と比較して1)
 腸管上皮細胞におけるHLA-DRとco-stimulatory分子発現と発現増強について,2)細菌性スー
 パー抗原の抗原提示能と抗原提示に関わる細胞表面分子について,3)細菌性スーパー抗原刺激
 による炎症性サイトカインIL-8の産生について,4)細菌性スーパー抗原によって活性化され
 た丁細胞のサブセットについて検討した。
 【方法】
 細菌性スーパー抗原として黄色ブドウ球菌のエンテロトキシンB(SEB),毒素性ショック症
 候群毒素一1(TSST-1),A群溶連菌外毒素A(SPEA)を使用した。腸管上皮細胞モデルとして
 ヒト大腸上皮細胞株HT-29を使用した。ヒト丁細胞は,末梢血単核球(PBMC)からナイロン
 ウールカラム法にて分離した。分離した丁細胞にそれぞれ末梢血単球,無刺激HT-29細胞,SEB
 刺激PBMC培養上清によって刺激したHT-29細胞を2:1で培養した。スーパー抗原存在下4
 日間培養後の丁細胞増殖活性は贋一TdR取り込み法にて測定した。また,抗HLA-DR,ICAM-1
 (CD54),LFA-3(CD58),B7-2(CD86)モノクローナル抗体を用いて丁細胞増殖活性の抑制実
 験を行った。細胞表面抗原の発現はFACScanによる蛍光免疫染色法にて解析した。IL-8の産生
 はELISA法にて測定した。
 【結果】
 1)無刺激HT-29細胞では,ICAM-1分子の発現が若干みられたが(<25%),HLA-DRの発
 現はみられなかった。SEB刺激PBMC培養上清によって刺激されたHT-29細胞では,HLA-DR,
 ICAM-1の著しい発現増強がみられた(>90%)。さらに,IFN一γによっても同様の結果が得ら
 れた。単球上に認められたco-s七imulatory因子であるB7-2とLFA-1は,HT-29細胞には発現
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 とその誘導はみられなかった。一方,LFA-3分子の発現が若干みられたが(<12%),発現の誘
 導はみられなかった。2)刺激されたHT-29細胞は,単球に比較してSEB,TSST-1とSPEA添
 加により丁細胞の増殖反応が若干低下したが,無刺激HT-29細胞との比較では,明らかにスー
 パー抗原濃度依存的に丁細胞の増殖反応がみられた。また,スーパー抗原存在下では丁細胞の
 増殖反応がみられなかった。3)刺激されたHT-29細胞のスーパー抗原依存性の丁細胞増殖刺
 激活性は,抗HLA-DR抗体によりほぼ完全に抑制された。また,抗ICAM-1抗体によっても有
 意の抑制がみられた。一方,末梢血単球のスーパー抗原依存性の丁細胞増殖刺激活性は,抗
 HLA-DR抗体で抑制されたが,抗ICAM-1抗体による抑制はみられなかった。また,単球をスー
 パー抗原提示細胞(APC)として用いて実験では,抗B7-2抗体,抗しFA-3抗体により丁細胞
 の増殖が有意に抑制されたが,刺激されたHT-29細胞によるスーパー抗原提示は,これらの抗
 体では抑制されなかった。4)TNF一α添加によってHT-29細胞,特に刺激されたHT-29細胞か
 らのIL-8産生が誘導された。SEB添加によっては,前刺激の有無に関係なくHT-29細胞からの
 IL-8産生はみられなかった。SEB存在下で丁細胞を加えると刺激されたHT-29細胞からSEB濃
 度依存的にIL-8の産生が誘導された。5)SEBによって増殖活性化した丁細胞サブセットを
 FACScanで測定した結果,単球をAPCとする場合はCD4+丁細胞が優位だったが,HT-29細胞
 をAPCとする場合は,逆にCD8+丁細胞が優位である傾向を認めた。
 監結論】
 HT-29細胞では,SEB刺激PBMC培養上清によってHLA-DR,ICAM-1の著しい発現増強が
 みられた。これはIFN一γに由来するものと考えられる。腸管上皮細胞は,細菌性スーパー抗原
 の抗原提示細胞としての機能をもつことが明らかとなった。この反応は腸管上皮細胞のHLA-
 DRとICAM-1の発現量と相関するが,B7-2とLFA-3とは相関しなかった。腸管上皮細胞の細
 菌性スーパー抗原に対しての抗原提示細胞機能は,単球とは異なる補助シグナルを介して丁細
 胞を活性化することが示唆された。
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 審査結果の要旨
 腸管粘膜の免疫防御機構において,腸管上皮細胞は積極的な免疫担当細胞としての機能を備え
 ている。一方,細菌性ス一一パー抗原は急性細菌感染症だけでなく,炎症性腸疾患を含む様々な原
 因不明の自己免疫性疾患の発症にも関連していることが示唆されている。
 本論文は,腸管上皮細胞の細菌性スーパー抗原に対する役割の一端を明らかにする目的で、末
 梢血単球と比較して1)腸管上皮細胞におけるHLA-DRとco-stimulatory分子発現と発現増強,
 2)細菌性スーパー抗原の抗原提示能と抗原提示に関わる細胞表面分子,3)細菌性スーパー抗
 原刺激による炎症性サイトカインIL-8の産生,4)細菌性スーパー抗原によって活性化された
 丁細胞のサブセットについて検討したものである。
 細菌性スーパー抗原としては黄色ブドウ球菌のエンテロトキシンB(SEB),毒素性ショック
 症候群毒素一1(TSST-1),A群溶連菌外毒素A(SPEA)を使用した。また,腸管上皮細胞モ
 デルとしてヒト大腸上皮細胞株HT-29を使用して実験を行った。その結果,HT-29細胞では,
 SEB刺激PBMC培養上清によってHLA-DR,ICAM-1の著しい発現増強がみられた。これは
 IFN-gammaに由来するものと考えられ,腸管上皮細胞は細菌性スーパー抗原の抗原提示細胞
 (APC)としての機能をもつことが明らかとなった。この反応は腸管上皮細胞のHLA-DRと
 ICAM-1の発現量と相関したが,B7-2やLFA-3とは相関しなかった。単球上に認められたco-
 stimulatory因子であるB7-2とLFA-1は,HT-29細胞には発現もその誘導もみられなかった。
 刺激されたHT-29細胞はスーパー抗原濃度依存的に丁細胞の増殖反応がみられた。この反応は
 抗HLA-DR抗体,抗ICAM-1抗体により抑制されたが,単球では抗ICAM-1抗体による抑制は
 みられなかった。単球をスーパー抗原提示細胞として用いた実験では,抗B7-2抗体,抗しFA-3
 抗体により丁細胞の増殖が有意に抑制されたが,刺激されたHT-29細胞によるスーパー抗原提
 示は,これらの抗体では抑制されなかった。SEBにより増殖活性化した丁細胞サブセットをみ
 ると,単球をAPCとする場合はCD4+丁細胞が,HT-29細胞をAPCとする場合はCD8+丁細胞
 が優位だった。以上より,腸管上皮細胞の細菌性スーパー抗原に対しての抗原提示細胞機能は,
 単球とは異なる補助シグナルを介して丁細胞を活性化することが示唆された。
 本研究では,腸管上皮細胞が細菌性スーパー抗原の抗原提示細胞としての機能を持つことを初
 めて明らかにした。さらにその機能は,単球とは異なる補助シグナルを介して丁細胞を活性化
 することを示唆した。本研究は腸管感染や炎症性腸疾患の病因・病態において細菌性スーパー抗
 原の関与,腸管上皮細胞の役割,および局所丁細胞との相互作用の解明に重要な意義を持つも
 のであり,学位論文として十分に価値がある。
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